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Tfindungsanspruch: 

1 Verfahren zur Aktivierung von hydroxylgruppenhaitigen polymeren Verbindungen und daraus 
' nebildcten Festkorperoberflachen, dadurch gekennzeichnet. daB das symmetrische 

Kohlensaurediester der allgemeinen Forme! RO-CO-OR Oder Chlorameisensaureester der 
altgemeinen Formel CI-CO-OR, wobei der Rest R eine elektronenanziehende Gruppe darstellt, 
gegebenenfalls Phosgen gemeinsam miteinem Phenol oder einem N-substituierten 
Hvdroxvlamin in Gegenwart von zur Bildung von reaktiven Acyliumsalzen befahigen 
supernucleophilen Aminen im Verhaltnis von 0,01 bis 2,5 Mol Amin pro Mol Kohlensaurediester 
und gegebenenfalls einem wsiteren der Gruppe starker Basen zugehorenden tertiaren Amin .m 
Verhaltnis 0 1 bis 2,5 Mol Amin pro Mol Kohlensaurediester in wasserf reien organischen 
Losungsmitteln bei Temperaturen von 0 bis 100*C mit den hydroxylgruppenhaitigen Polymeren 
bzw den daraus gebildeten Festkorperoberflachen umgesetzt werden. 

2 Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet. daB die symmetrischen Kohlensaurediester 
" mit hydroxylgruppenhaitigen Polymeren oder daraus gebildeten Festkorperoberflachen in 

Gegenwart von supernucleophilen Aminen und gegebenenfalls weiteren tertiaren Amman 

umqesetzt werden. . . 

3 Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB die Chlorameisensaureesteri mil 

' hydroxylgruppenhaitigen Polymeren oder daraus gebildeten Festkorperoberflachen in Gegenwart 
von tertiaren carbonatbildenden Aminen und/oder supernucleophilen Aminen zur Reaktion 
gebracht werden. ... 

4 Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB der fur die Polymeraktiv.erung 
eingesetzte Chlorameisensaureester in Gegenwart des Polymers eus Phosgen und einem 
substituierten Phenol oder N-substituiertem Hydroxylamin intermedial gebildet und ohne 
Isolierung mit dem Polymer zur Reaktion gebracht wird und tertiare carbonatbildende Amine 
und/oder supernucleophile Amine als Reaktanden eingesetzt werden. 

5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB als supernucleophile Amine 
Verbindungen wie 4-Dimethylaminopyridin (DMAP), 4-Pyrrolidinopyridin (PPY), N- 
Methylimidazol. Diazabicyclo[5.4.0lundecen (DBU), 4-Morpholinopvridm, 
Diazabicyclo(2.2.2loctan{DABCO) eingesetzt werden. 

6. Verfahren nach Anspruch 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB tertiare Amine w.e Tnethylamin. 
N-Methylmorpholin. N.N-Dimethylanilin oder andere heterocyclische Amine wie Pyridm, Ptcoline, 
N-Methylpiperidin, bzw. supernucleophile Amine nach Anspruch 7 eingesetzt werden. 

7 Verfahren nach Anspruch 1, 2, 5 und 6, dadurch gekennzeichnet, daB pro Mol symmetnscher 
Kohlensaurediester 0,01 bis 2.5 Mol, vorzugsweise 0,2 bis 1,2 Mol jupernucleoph.les Amin und 
gegebenenfalls 0,1 bis 2,5 Mol tertiares Amin {bevorrugt 0,8 bis 1,5 Mol) eingesetzt werden. 

8. Verfahren nach Anspruch 1.3. 5 und 6, dadurch gekennzeichnet, daB pro Mol 
Chlorameisensaureester 0.1 bis 2,5 Mol. vorzugsweise 0,8 bis 1.5 Mol carbonetb.ldendes Amin 
und/oder 0,02 bis 2,5 Mol, vorzugsweise 0,1 bis 0,5 Mol supernucleophiles Amin verwendet 

9. Verfahren nach Anspruch 1. 4, 5 und 6, dadurch gekennzeichnet, daB bei einem Verhaltnis von 
Phosgen zu Phenol bzw. N-substituiertem Hydroxylamin von 1.0 zu 0,5 bis 2.0 em E.nsatz von 
carbonatbildenden tertiaren Aminen von 1 ,0 bic 2,5 Mol pro Mol Phosgen und/oder 0,02 bis 
2,5 Mol supernucleophiles Amin pro Mol Phosgen erfolgt. 

10. Verfahren nach Anspruch 1 bis 4. dadurch C *kennzelchnet, daB in den zur Anwendung 
kommenden symmetrischen Kohlensaurediestern. Chlorameisensiureestern und Phenolen bzw. 
N-substituierten Hydroxylaminen der Rest R eine Succinimidyl-, Phlhal.m.dyl-, 5-Norbornen-2,3- 
dicarboximidyl-, p-Nitrophenyl- und andere substituierte Phenylreste bedeuten kann. 

11. Verfahren nach Anspruch 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB die Temperatur bei der Zugabe der 
Losungen der Kohlensaurediester, Chlorameisensaureester bzw. des Phosgens und der 
anschlieBenden Reaktion zwischen 0 und 100*C, vorzugsweise 4 bis 60°C gehalten wird und der 
Umsatz nach 10 bis 120 Minuten abgeschlossen tst. 

12. Verfahren nach Anspruch 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB als Losungsmittel polare 
organische Verbindungen wie Acetonitril, Oimethylsulfoxid, Tetrahydrofuran, Aceton. Dioxsn u. a. 

oder unpolare Verbindungen wie Benzen, Toluen u. a. oder halogenisierte Kohlenwasserstoffe w.e 
Chloroform, Methylenchlorid u. a. bzw. Gemische dieser Losungsmittel eingesetzt werden. 
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Anwendungsgeblatder Erfindung 

Die Erfir»dung bet rift die Aktivierung von hydroxylgruppenhaltigen potymeren Verbtndungen und daraus gebildetsn 
Festkorperoberflachen, deren Umsetzung mit nucleophilen KomponentenwieAmtnenoder SH-gruppenhaltigen Verbindungen 
zu N-substituierten Carbonaten bzw. Thiokohlensaure-O.S-diestern fuhrt. 

Anwcndungsgebieta sind die Biotechnologie. die chemtscha und pharmezeutische Industrie sowio die wissenschaftliche 
Untcrsuchung von Grundlagen und die Verfahrensentwicklung in diesen Industriezweigen und daruber hinaus die klinische 
Analytik. 



Jharakteristik dar befcannten technfsehen L&sungen 

Fur die Aktivierung hydroxylgruppenhaltiger Matrices sind aehr viete M6g!ichkeiten beschrieben wordan (P. D.G.Dean, 
W.S.Johnson. F. A. Middle. Affinity Chromatography, JRL Press. Oxford, 1985; W.H.Scouten, Affinity Chromatography, John 
Wiley & Sons. New York, 1981). Nur wenige Methoden haban eine breite Anwendung gofunden, Die bisher dominierende 
Aktivierung mittels Bromcyan wird mehr und mehr durch modem© Methoden ersatzt, die die Nachteile (hone Toxizitfit des BrCN, 
hoha Hydroryseempftndlichkeit des ektivierten Trflgers, geringa chemtscha Stabilitet dar durch Kopplung von NH,- 
gruppenhaltigen Ugandan entstehenden Isoharnstoffdarivaie und deren unarwunschte positive elektrische Ladung im 
physiofogischen pH-Bereich (kPa - 9.5]} der Bromcyanaktivierung teilweise odergaru vermeiden. Charakteristisch fur moderns 
Aktivierungsmethoden ist das Erreichen hoher Kopplungskapazitaten dar Tragar ohne Beeintrachtigung der strukturellen 
Eigenschaften (Porositit. mechar.ische StabilitSt. Quellverhaften. Gelbildungsaigenschaften, Ldslichkeit usw.). 
Wesentlich ist weiterhin eine gute Lagerstabilitat der Triger bei gleichzeitlg hoher Reaktivitfit der aktiven Gruppen (pH-Werte 
von 7,0-9,0, Raumtemperatur) gegenuber den zu bindanden nucleophilen Ugandan. Die entstehende kovalente Bindung 
zwischen Matrix und Ligand sol! chemisch sehr stabil sain, um unter den Bedingungen der praktischen Anwendung eine 
vernachlfissigbar garinge Abspaitung der Liganden von der Matrix zu erhalten. 

Diesen Anforderungen entsprechen in einigen Punkten die durch Umaetzung mitapoxigruppenhaltigen Verbtndungen Oder 
Carbonyldiimidazol erhfiltlichen - auch kommerziell verfugbaren - aktivierten Tragermaterielien auf der Basis von Sepharose. 
modifizierten Kieselgalen, Acrylsauremtschpolymerisatdn, wie Epoxisepharose (Pharmacia), Reacti-Gol (Pierce), Eupargit 
{Rohm) und epoxiakliviertes Kieselgel (Merck). 

Die derzeit besten Ergebnisse warden jedoch durch die Aktivierung hydroxvlgruppenhaltiger Trdger mit 

Chlorameisensflureestern erzialt, wobei in die hydroxylgruppenhaltige Matrix sahr reaktive Oxycarbonylgruppen unter Bildung 
unsymmetrischer Carbonate (KohlensSurediester) eingefuhrt warden. 

f- OH + CI-CO-OR — J- O-CO-OR 

J. Drobnik et at. (Biotechnol. Bioeng. 24 [19821 487) setzten Cellulose und Spheron mit N-Hydroxysuccinimidyl-, Trichlorphenyl- 
und p-ivitrophenylchlorameisensaureester in Dioxan als Losungsmittel bei Temperaturen von 25 bis 65*C um und erreichten 
Kopplungskapazitaten biszu 2 mMol/Gramm Cellulose. 

Ahnliche Ergebnisse irzielter. Wilchek und Miron IBiochem. Internet. 4 {1932) 629) an Sepharose und Cellulose bei Umsetzung 
der Trdger in Pyridin bei 4*C. 

Bei der Reaktion eines neuen Chlorameisensaureestors - N-(Chlorcarbonyloxy)-5-norbornen*2,3-dicarboximid - werden mit 
hydroxy Igruppenhaltigen Polymeren hohe Kopplungskapazitaten biszu 1 bzw. 1^mMol/g Tragerfur Perlcellufose und 
Sepharose bei einer Reaktionstemperatur von 70*C innerhalb von 4 bis 5 Stunden und einem Esteretnsatz von 1 6-20 mMol/ 
Gramm Trager erzielt {DD 219490,6.3.1985)emiicht. 

Die Ubertragung von Oxycarbonylgruppsn auf Aminogruppen von Aminosauren und Peptiden durch Reaktion mit 
Chlorameisensaureestern wie tert.-Butoxycarbonylchlorid (Boc-CD ist eine in der Peptidchemie haufig angewandte Reaktion zur 
Einfuhrung von Schutzgruppen. Anstelle der Chiorameisensaureester werden auch symmetrischc Oder unsymmetrische 
KohlensSureester oder ein salzartiges Addukt aus Chiorameisensaureester und Dimethylaminopyridin (DMAP) (Guibe-Jampel. 
Chem. Commun. 1971 267) fur die Ubertragung von Oxycarbonylgruppen auf die Aminogruppen von Aminosauren und Peptiden 
eingesetzt. 

Boc-CI + DMAP — BocDMAP'-'Cl'- 1 

Boc.DMAP^'Cl''' + HjN-R * 8oc.HN-R + DMAP 

-HCI 

Die Eignung des stabilen Tetrafluoroborats DMAP* *' • CN BF 4 '"'zur Ubertragung der Cyanogruppe auf die Hydroxylgruppen von 
Polymeren unter Bildung von Cyanaien wurde von Wilchek at at. (Math. Enzymol. 104 [1984) 3-55) beschrieban. Die Reaktion 
fuhrt bei der Umsetzung von Sepharose zu Tragern hoher Kopplungskapazitat (bis zu 70uMol Cyanat/g abgesaugte Sepharose 4 B). 
Die Reaktion von CMorameisensaurnestern mit Trisacryl wtrd nach Angsben von Miron und Wilchek (F ,K Internet. Symp. 
Bioaffinity Chromat. and Related Techniques. Prague, 1985) durch Dimethylaminopyridin katalysiert. 

Die bisher bekannten Synthesen von Polymeren des Kohlensaurediestertyps /-O-CO-OR gehen von Chlorameisensflureestern 
otler tymmetrischen Carboneter I'.Vilchek. Miron. Appl. Blochem. Biotechnol. 11 [19851 3. 191; Henklein et al. Patentschrift 
DD 219 190 J6 3. 1985)) aus. Oer NachteH dieser Verfahren besteht in der aufwendigen Synthase der Chlorameisensflure- Oder 
Kohlensaurediester und den relativ gerin^en Umsatzraten zu aktiviertan Tragern. So erfordert z. B. die Einfuhrung von 1 bis 
2mMol Oxycarbonylgruppen pro G.*amm Cellulose etwa den lOfachen UbersehuG an Chiorameisensaureester (Drobnik et al.. 
Biotechn. Bioeng. 24 (19821 487) und erhohtu Temperaiuren (65*0 bzw. bei Raumtemparatur lange Reaktionszeiten. 



I 
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Ziel dar Erfindung 

Zhl der Erfindung 1st ... ,ymme<rische Kohlenseuredieeter fur die '^"WT*^^^ 
^,,u» aebildelen FestkorperoberflSchen (Matrices) durch Bnfuhrung von Oxyc.rr»nvlgri:ppen I- ;-O-0BI *» ""*»•" 

-muiatw. und die d.fur ben6.ig.en Kohl.n..ur.di.s..r.Men 9 .n be, Err.,chung hohe, 
AMivicrungsgrade mdglich»l Bering lu helten. 



Dorlegung dee Weeent der Erfindung 

Oer Erfindung liegt die Aufg.be njgrunde. die HeettivilW symmetrischer Kohlenjauredies.er gegenuber 
r^Z^^^ 

Formkarper IPerlenl. F.sern. Oewebe. Folien s ue clnirnldy). Ph«h.llmidy|..S.Norbom.n. 

wmmmmam 

0ia M bicyclol5.4.01undec3n (DBU). 4-Morpholinopyridin. D.a»b 1 cyclol2.2.2|ocl.n u.a. .n einem VerMltn.s von u.u 

Cellulose schon nech 10 Minuten abgeschlosscn. «:„:„,,.„„ h «h« KnnnlunasltaDaiitaten b«sonders 

^".".n.afcionb^ 

Chlor.m«i,.n,a U r.e«.rn. .in.m leniiren Amin und einem der »»^^*^™£^ZT a ' m ' 
•ymme.ri.ehen.Coh.en.auredies.ern mi. hyrfro.^^ 

(Tabelle 8). 
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Auch die Erhohung des Chlorameisensaureesterein seizes bewirkt eine Zunahmeder Kopplungskapazitat. wie aus Tebelle 9 
erstchtlich wird. Wie bei der Reakiion der Kohtensaurediester beobachtet, ist beim Einsatz der supernucleophilen Amine die 
Reaktion bei Temperaturen von 4 bis 2S"C inncrhalb von 20 bis 30 Minuten beendet. Nur wenig reaktionsfahige Porymere 
erfordern hdhere Tampsraturen (bis 60*C) und Reaktionszeiten von 1 bis 2 Stunden. 

Die Aktivierung mittels Chlorameisensaumester ist auf unterschiedliche Gruppen hydroxylgruppenhaltiger Polymere 
anwendbar (s. Tab. 10). Die Eignung verschiodener, supernucleophiler Amine zur Erzielung hoher bis sehr hoher 
Kopplungskapazitaten wird durch die Ergebnisse in Tabeite 11 gezeigt. 

Wird die Umsetzung von Chlor? meisensaureestern mit hydroxylgruppenhaltigen Tragern ausschlieClich mit einem 
supornuciJOphilen Amin wie Dimethylaminopyridin. durchgefuhrt, wird bei den oben beschriebenen geringen Amineinsatzen 
von 0.01 bis 0.05 Mol pro Mol Chlorameisensaureester bei Raumtemperatur nur aina sahr garinge Steigerung gegeniiber der 
Reaktion ohne Zusatz dieser Amine verzeichnet {Tab. 7). 

Wird das supernucleophile Amin jedoch in einem motaren OberschuBgegenuber dem Chlorameisensaureester eingesetzt, lauft 
die Reaktion in gleicher Weise wie in Gegenwart anderer stark basischer carbonatbiidender tert. Amine mit geringer Nucleophilie 
ab, d.h. daO das supernucleophile Ami.i sowohf die Bildung den symmetrischen Kohk nsauredieaters als auch dessen Reakiion 
mit dem hydroxylgruppenhaltigen Polymer bewirkt. 

Fur die Aktivierungsreaktion mit Chlorameisensaureestern sind die gleichen wasserf reien Losungsmittel verwendbar, die fur die 
Reaktion von symmetrischen Kohlensaurediestern mit hydroxylgruppenhaltigen Potymeren Anwendung finden. 
In Kenntnis der Bildung von ChlorameisensSureestern aus Phenolen bzw. tubsiituierten Hydroxy laminen- durch Reaktion mit 
Phosgen in Gegenwart von tertiiren Aminen wieTrtethylamin, N.N-Dimethylanilln. N-Methylmorpholin u.a. ist es ebensogut 
moglich. die oben geschilderte Aktivierung von hydroxylgruppenhaltigen Polymeren auch unter Umgehung der 
Chlorameisensaureesterisolierung durchzufuhren. 

Dazu wird ein Gemisch aus dem hydroxylgruppenhaltigen Polymer, supernucleophilem Amin, undgegebenentalls emem 
wetterer tertifiren Amin und ei nem substituierten Phenol Oder N-substituierten Hydroxylamin mit Phosgen umgesetzt. Durch d.e 
Wirkung der Kombination dieser Amine wird sehr schnell eine Reaktionskette mit der intermodiaren Bildung von 
Chlorameisensaureester und symmetrischen Kohlensaurediester durchlaufen. der s^erseits mit Hilfe des supernucleophilen 
Amins die Obertragung dar Oxyearbonylgruppe auf das Polymer bewirkt. 

Diese Reaktionsfuhrung hat den Vorteil. billifle, kommerziell erheltliche Ausgangsstoffe fur die Einfuhrung von 
Oxycarbonylgruppen in hydroxylgruppenhaltiga Matrices unter sehr schonenden Reaktionsbedingungen zu verwenden. 
Der dkonomische Vorteil dieser Verfahrensweise bestehtdaruber hinaus derin, daQ die bei der Synthesevon 
Chlorameisensaureester oder Kohlensaurediestern auftretenden Ausbeutevertuste vermieden werden, und die billigen 
Ausgangsprodukte Phosgen und Phenole oder substituierte Hydroxytamine in hoher Ausbeute ela Oxyearbonylgruppe in die 
Matrix eingefuhrt werden. 

Tabelle 1 2 zeigt die Ergebn isse der Aktivierung von Perlcellulose in Abhfingigkeit von den emgesetzten Mengen an Phosgen- und 
N-Hydroxy-5-norbornen-2,3-dicarboximid. , , 

Die Einfuhrung unterschiedlicher Abgangsgruppen in Celtulosecarbonate vom Typ Cell-CO-OR (R « N-Hydroxysuccimm.dyl-, 
p-NitrophenyU. N-Hydroxy-S-norbornen^S-dicarbcximidyU durch Reaktion von Phosgen und den entsprechenden 
Hydroxylverbindungen (Phenol, brv. N-substituiertes Hydroxylamin) kann ats ellgemein enwendbare Reaktion zur Aktivterung 
von hydroxylgruppenhaltigen Polymeren engesehen werden (Tab. 13). 

Das Ziel der Erfindung, ein einfaches und dkonomtsches Verfahren zur Obertragung von Oxycarbonylgruppen auf 
hydroxylgruppenhaltige Matrices mittels svmmetrischer Kohlensaurediester, ist im wesentlichen durch das folgende 
erfindungsgemaBe Merkmal erreicht worden: Die reaktionsbeschleunigende Wirkung von supernucleophilen Aminen auf d.e 
Aktivierung von hydroxylgruppenhaltigen Matrices durch Obertragung von Oxycarbonylgruppen aus symmetrischen 
Kohlensaurediestern und deren Bildung aus ChlorameisensSureestern durch Einwirkung von tertiaren Aminen wie z.B. 
Triethylamin usw. 

Die Kombination von carbonatbildenden Basen und supernucleophilen Aminen ermdglicht den Einsatz von Phosgen und 
N-substituierten Hydroxylamir.en bzw. Phenol oder von ChlorameisensSureestern als Mittel zur Ubertragung von 
Oxycarbonylgruppen anstelte der meist schwerer zugenglichen symmetrischen CarbonBte. 

Im Vergleich zur direkten Umsetzung von ChlorameisensSureestern oder symmetrischen Kohlensaurediestern gestattet der 
Einsatz der supernucleophilen Amine eine Herabsetzung der Reaktionstemperatur auf 4 bis 25'C und eine Verkurzung der 
Reaktronszcit auf 10 bis 20 Minuten. Bei Temperaturen von 50 bis 60*C werden auch wenig reaktionsfahige Polymere .n hohrr- 
Matte akti vie rt. . 
Die milden Reaktionsbedingungen gestanen auch die Aktivierung von wenig strukturstabilen Polymeren wie Sepnarosen or- 

Polymerfitmen. 

Der im Vergleich zu bekannten Verfahren hohe Umsatz dor Reagenzien (bis zu 80-90%) und der Einsatz billiger Rohstorfe 
bewirken eine we.srtnt!ich verbesserte Okonomie des erfindung sgemafien Vert ahrens zur Aktivierung von 
hydroxylgruppenhaltigen Matrices. Die Anwendung der erftndungsgemaS hergestellten aktivierten Matrices wurde am BeispiH 
der Kopplung von Aminen wie aliphatischen Diaminen oder Polyaminen von Proteinen wie Concanavalin A. Ovomucoid. 
Ovoinhibitor u.a. sowie Enzymen wie Glueoseoxidase. Meerrettichperoxidase und Trypsin oder Immunoglobuline und 
Antikdrpersowie ihren Einsatz als AffrnitStsadsorbens oder trSgerfixiertes Enzym Oberpruft. Die Kopplung von NucleinsSu ren an 
fesie Trager wie Cellulose. Sepharose. Fraciogel usw. ergibl Affinitatstrager. die zur Reinigung von DNA- und RNA-Polymer asen 
Kinasen. Nucleasen usw. geeignet sind. Bei der Reaktion der aktivierten Trager mit SH-gruppenhalligen Verbindungen emstcHc ^ 
in glaner Reaktion Thiokohlensaurtr-O.S-diester. wie am Beispiel der Reaktion von aktivierter Perlcellulose mit Thioalkohol urd 
Thiophenol gezeigt werden konnte. 
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AusfuhrungsbeispW* 

folqrnder Beispiela erleutert werden: 

c " wS s $en .E i nVolum.nw.».rfre i .rP.r^ ■„„ . in „ Ae«on.b»ung von 

Dime.M.n^oPYriai" 8 .16»t ^l^SS^W TOMMo./n,l) hin^gagaben. Oi, UceUunB ««>'f 

Gramm wasserfr eier Cellulose. Hvdrolvse des ektiviertan Tragers mit 0.1 N NH 4 OH und 

{c = 6.4-10*Mor , cm 

"""> B « is " iel 1 »"ivi 9 «.,.T.b.1.Ver,u e h Nr.9. 11-15- 
.n.lo„ Baispiai 1 aktiviar,. 5. T.b.S. Ver.uch Nr. 1-.. 

Aeatonitn. von -"^."^^on bafr... u"d ,„„„„.,„ yon 20 bi , M M i nut ,„ bar 

veraeut. Dia Umsotzung mit 40uMol COIONB.,/rnl Cal ulo«r *"-a un "' " TrSgera mit Acatonitiil wild lur Erm.nluno 

RucktHratton des nich.um 9 .,amen Glycin, mi, Trin,.roban„!.u..onau,. armmeit. 
Kopplungskapaiitiit: 515pMol Glycin/ g trockena Sepnarosa. 

Losungsmitteln vorgenommen. 

S«ph.ro« CI-4B wird atufenwei.a mil ^""• ^f'Z^Z^wTme^eZ v.r..ta. in dam 48„Mol 
,n^is S . rt .EinVo,umenwa r; rfr.i.rSaph^ 

Oima.hyl.minopvridin und 43mMoI T "« h V la ™ p '° "j"*?' 0 X7wu\lol/rnl Sapharose) in kleinen Portionan 

SchOtlaln wird 1 Voluman ainar acaton.schan L C ° , ° e N h ,? b ^„.c.n.t.i 9 %. C hainara..k,i O n S «itvon10 Minuten 

betragt 640iiMoI/g trockene Sepharose. 



W.^a'b'faX.uhrtan P 0 .ym.r.wurd.n an.iorj B.i.pi.1 1 ak1ivi.«...V.r S uch Nr.7.9und 10. 

Alhar lusgefillt. DarC.rbon.. 9 *ha., das Produkt.sba.rag, 213viMol/ 9 . 

da,n.,og B ai,pi ^^^^ 



Nr. 1-3. 
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Per icclluloso wird in der in Beispiet 1 beschriebenen Weise entwassert ond in wasserfreiem Oioxan au genommen. 
Zu einem Volumen wasserfreier Cellulose wird ein Voluman Dioxan hinxugefugt. in welchem 2.6mMol Tr.ethylarmn und 
0 2mMol DimethylamlnopYridin pro Gramm trockener Cellulose gelost sind. Bei Raumtemperatur erfolgl ^unter ^htem 
S „ die portionsweise Zugabe von 2.1 mMol N.(ChlorcarbonyloxY^norbomen.2.3.dicarbox,mrd ICICOONBL gelost ,n 
einem Volumen wasserfreien Dioxar.t. Nach 20 Minuten ist die Reaktion beendet. die uberstehende Ftuss.gke.t wird von der 
Ce'lutose abgesaugt und der aktivterte Trager ausgiebig mit Oioxangewaschen. 

Der Substitulionsgrad der aktivierten Cellulose betragt 400uMol Carbonat pro Gramm trockene Cetlulose. 

Entspreche^d 1 Beispiel 26 wurde die Aktivierung von Perlcellulose vorgenom men. 5. Tab. 7, Versuch Nr. 3-7. 

^AktL^r^g von Perlcellulose wurde. wie unter Beispiel 26 beschrieben. durchgefuhrt. s. Tab.8. Versuch Nr.2-4. 

Attivierun^n mit unterschiedlichem Chlorameisensiureester-Einsatt wurden analog Beispiel 26 durchgefuhrt. s. Tab. 9. 
Versuch Nr. 1-3. 

Beisoiel 38-^4 

Oie Aktivierung verschiedener Polymere wurde onttpfochend Bsispiel 26 vorgenommen, s. Tab. 10. Versuch Nr. 2. 3. 5-9. 

O^AWvlemnl wasserl6slicher Polymere. die in Aceton Oder Oioxan un!6slich sind, wird analog 3eispiel 26 durchgefuhrt. wobei 
sich die Anwendung von Pyridin anstelle von OMAP als vorteilhaft erweist. s. Tab. 10, Versuch Nr. 10 und 12. 

I^e^ 

n dim Lotting garden unter standigem Schuttein bei Raumtemperatur innerhaibvon 10 M.nuten 2Wmg (MOpMoO G-CO- 
ONB gelost in 2 ml Aceton. eingetropft. Nach einer Reaktion«eit von 10 Minuten wird d.e Reakt.on durch Zugabe von 
Oiethy'ether und Ausfallen des PEG beendet. Oas aus Aceton umkristallisierte Produkt enthalt 444 M Mo. Carbonatgruppsn pro 
Gramm Trockensubstan*. s. Tab. 10. Versuch 1 1, 

Sm'einet'synthetischen hydroxylgruppenha.tigen Polymer, Ipartikulares Mischpolyrisat aus Acrvlnitnh ^^^l 
warden in 3ml wasserfreiem Pyridin. dem 4.5mg Dimethytaminopyridin zugeset* wurden. eme Stunde be, 50 ^"Schu m 
mit 300mg N-IChlorcarbonyloxyf-S-norbornen-W-dicarboximid umgeseui. Nach Abtrennen des Uberstands. Waschen mn 
Aceton und Entfernen des Acetons im Vakuum erhalt man den aktivierten Trager in wasserf re.er Fornv 
Durch Hydrolyse in wa&riger Ammoniaklcsung und spektralphotometr.sche Best.mmung des f re.gcseuten HONB wurde d.e 
Kopolungskapamai *u 04 uMol-COONB/Gnmm Trockensubstanz ermittelt. 

Perlcellulose wird. wie in Beispiel 1 beschrieben. entwassert und in wasserfreiem Aceton ^ enom ™ n - 
Ein Volumen sedimentierte Cellulose wird mit 1 Volumen Aceton, in dem 40uMo N Methy .m.dazol/m. ^J^^^NS) 
217 MMolTriethy.amin/mt versetzt und bei Raumtemperatur portionsweise 2 1 mMol/m. ^^V^^^^^e 
gelost in einem Volumen Aceton. versem. Zehn Minuten nach Beendigung der Reagenwugabe be. Raumtemperatur w.rd d-e 
Lktion durch Abuennung des Uberstandesgestoppt^^ 

stufenweise in die waSrige Phase uberf uhrt ur.d die Kopptungskaparitat durcn hydrolyt.sche Abspaltung und 
spektralphotometrische Bestimmung von HONCermittelt. 
Ergebnis: 602uMol -CO-ON8 pro Gramm trockene Perlcellulose. 

^glScher^rvtise wie unter Beispiel 49 beschrieben. wurde die Eignung weiterer supernudeophiler Amine fur die Aktivieruno 
von hydroxylgruppenhsltigen Polymeren getestet. s. Tab. 11, Versuch Nr. 1, 3 und 4. 

Mnllutee wird. wie in Beispiel 1 angegeben. entwassert und in wasserfreiem Aceton aufgenommen und nir vollstandigen 
Entfernung des Acetons grund.ich mit wasserfreiem Acetonitrit gewaschen. Ein Volumen sediment.enePer.ee lu.ose w.rd ,n 
rwei Volumina Acetonitr.i ^pendicrt. worin 36 W Mol Dimethylaminopyridin. 320uM O l Tnethylam.n, 160 W Mol N-Hydroxy 5 
norbornen.2.3-dicarboirimidtHO*VBt pro Milliliter Cellulose gelost sind. „ . ... 

Durch portionsweise Zugabe rinrr 10%ioen Phosgenlosung in Tolum wird rr.it insgesamt 160uMol Pho5orn pro M.i i J.trr 
Cellulose bei Raumtemperatur rmgesem. Nach Beendigung der Phoigen«igebe w.rd we.tere 10 Mmutcn geschuudt u nri 
Reaktion durch Absaugen des Uberstandes uber eine Fritte und Waschen mit wasserfreiem Aceton.tr.1 

Ein Teil d-r aktivierten Cellutof.e wird unmittelbar mit einer L6sung von Hcxamcth V ler.d.em.n .n Aceton.u.l umgesout und tier 
Gehalt an freien Aminogruppen des Trager* nach Antoni et al. (Anal. Biocnem. 129 (19831 60-63) erm.nett. 
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Ergebn-s: 46uMol NH r Gruppen/Gramm trockene Perlcellulose. Ein weiterer Tell der 8 ktivierten Cellulose v*jfde sMe^ise ins 
IXige Milieu uberfGhn und durch hydrolytische Freisettung von HONB eine KopplungskepazrtSt von 362uMol -CO-ONB/ 
firamm trockene Cellulose erminelt- - „ , .... 

Dutch Kopptung von ('HJ-markiertem Glycin wurde eine Bindung von 225uMol Glycin pro Gramm trockene Cellulose best.mmt. 

En!spreche"n^Beispiel 50 wurde Perlcellulose aktiviert. s. Tab. 12. Versuch Nr. 2-4. 
Aktivierung hydroxyfgruppenhaltiger Trager geieigt, s. Tab. 13. Versuch Nr.1 und 2. 



Umsetrung von Perlcellulose mit symmetrischem Carbonat RO-CO-OR 





(R = -N^ 




i Aceton (Raumtemperatur, Reaktionweit: 10 Minuten) 




Nr. 


Carbonat 
(uMol/m) 
sediment. 
Cellulose) 


TEA 

fuMol/ml 
sediment. 
Cellulose) 


□MAP 

(uMol/ml 
sediment. 
Cellulose) 


Pyridtn 
(uMol/ml 
sediment. 
Cellulose) 


(uMol-COOR/g 

trockene 

Cellulose) 


1 


80* 








74 


2 
3 
4 

5 
6 
7 
8 


80 
80 
80 
80 
80 
80 
80 


40 
160 
66700 




40 
160 
9000 




9 
10 
11 


80 
80 
80 




12 
40 
80 




370 

850-900 
805 


12 
13 
14 
15 


80 
80 
80 
80 


43 
43 
43 
43 


6 
12 
24 
48 




108 
468 
720 
780 



* Renkiionsiemperatur: 70'C. 5.5 Stunden 



Tabelle2 

Reaktion von symmetrischem Kohlensiurediester RO-CO-OR 

<• • -oo> 



mit Perlcellulose unter Einsattverschiedener supernucleophiler Amine. 

{Raumtemperatur, ReaWonswit: 20 Minuten, SOuMol symmetrischer Kohlensaurediester/ml sed.ment.erte Cellulose. 40uMol 
sup«rnudeophiles Amin/ml sedimemierter Cellulose, L6sungiminel: Aceton) 



Nr. 


supernucleophiles Amin 


Kopplungskepeaitflt 
(pMol-COOR/g trockene Cellulose) 


1 


Oimethylaminopyrtdin 


880 
210 


2 


Methylimidajol 


3 


Oi8/abicvc)o[2.2.2|octan 


130 


4 


Dia2obicvc!oIS.4.0]undecen 


50 
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Heaktion von symmetrischem Kohlensaurediester RO-CO-OR 

< k ■ -O0» 



mil Perlcetlulose in Abhangigkeit von der eingesettten Menge an supernucleophilem Amin (Dimethylaminopyridin) 
(Reaktionszeit: 20 Minuten. Raumtemperatur. L6sungsmitte.l:Aceton) 



Nr. 


Kohlensaurediester 
(uMol/mlsedimen- 
tierte Cellulose) 


OMAP 

(uMol/mlsedimen* 
tierte Cellulose) 


Kopplungskepazitdt 
(uMol-COOR/g trockene Cellulose 


1 


80 


12 


370 


2 


BO 


40 


930 


3 


80 


80 


805 



Tabelle* ^ _ D 

Reaktion von symmetrischem Kohlensaurediester RO-CO-OR 

<■ ■ -00' 

mit Parlcelluiose in verschiedenen Losungsmitteln (Reaktionszeit: 20 Minuten, Raumtemperatur. BOuMol Kohlensaured.ester/mi 
sedimentierte Cellulose, 40 pMol OMAP/ml sedimentierte Cellulose) 

~~ Nr Lfisungsmittel Kopplungskapaxitat 

(uMol-COOR/g trockene Cellulose) 



1 Aceton 8O5-?30 

2 Acetonitril 515 

3 Dioxan 7 33 

4 Chloroform ^ 217 



Ak^ivi'emng verschiedener hydroxylgruppenhaltiger Polymere mil symmetrischem Kohlensaurediester 



«■ • -co- 



Nr. 


Matrix 


KopplungskapazitSt 
(uMol-COOR/g trockenes Polymer) 


6 


Pertcelfulose fmakroporos) 


BOO-900 


7 


Perlcetlulose (mikroporos) 


66 


8 


ScpharoseCI-4B 


640 


9 


SephadcxG-100 


5 


10 


Fractoge.'TSKHW75(F) 


88 
213 


11 


Potyethylenglycol 1 500 



Tabelle S 

Aktivierung von Perlcetlulose mit verschiedenen symmeirischenCarbonaten ...... ..•^r J .ti„in«. 

(Raumtemperatur. Reaktionszeit: 20 Minuten. Losungsmittel: Aceton. 80uMo. symm. Carbonat/ml sed.ment.erte Cellulose. 
40uMot OMAP/ml sedimentierte CeUulose) 



Nr. 


symm. Carbonat 


Kopp'ungskapazitat 
(uMol-COOR/g trocken* Cellulose) 


1 


N.N'-Oisuccinimidyl- 


8B2 


2 


N.N'-Oiphihalimidyl- 


106 


3 


p-NOj-Phenyl* 


570 
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Tab«1U7 

Reaktion von Chlorarreise-saurecstern Ct-CO-OR 



00' 



(15 = -N 

^0 

mitPfificetluloso . 
tRaumtemperatur, Reaktionszeit: 20 Minuten. Losungsmittel: Aceton) 



Chforsmeisen- 



w.n«..— ™ OMAP Pyndin J opp,u a nfl f S u „ 

saureesterlmMoi/g) (mMol/g <MMol/g <uMoI/g kapaz.tSt (uMol/g 

trockene Cell.) ir.CriU tr.CelM "Celt.) tr.Cell) 

- : as 



1 2.1 

2 2.1 3.0 

3 2.1 2.6 

4 2.1 

5 2.1 

6 2.1 2.6 

7 2.1 



104 

414 75 
207 - 130 
2,6 207 - 400 
414 - 590 
2,6 828 - 823 



Umsetzung von Pericellulosemit Chlorametsensaureestar CI-CO-QR 

<■ ■ -00' 

in AbhengigLeit der eingesetzten DMAP-Menge (2.1 mMol CtCOONB/g Cellulose. 2.6mMot TEA/g Cellulose. Temperatur: 2oX. 
Reaktionszeit: 15 Minuten. Losungsmittel: Acetont 



Nr. 


DAMP 

(uMot/g trockene Cellulose) 


Kopplungskapezitft 
(uMol-COOR/g trockene Cellulose) 


1 


0 


25 


2 


20.7 


150 


3 


207 


333 


4 


414 


590 



Tab«ll*9 n ^r^i 
Ar.hangigkC't der Reaktion von Chlorameisensaureester HO-CO-Ci 



(r ■ -OD' 



mit Perieellulose vom 



CO' 

Eoterclnsau (Temperatur: S'C. Reaktionszeit: 20 Minuten. Losungsmittel: Aceion) 



Nr. 


Chlorameisen- 
saureester 
(mMol/g 

trockene Cellulose) 


TEA 

(mMol/g 

trockene Cellulose) 


OMAP 

(mMol/g 

ttockene Cellulose) 


Kopplungs- 
ka pari tat 
[uMol-COOR/g 
trockene Ce r .uto:«»* 


1 
2 
3 


2.1 
4.2 
8.4 


2.6 
5.2 
10.4 


0.2 
0,2 
0.2 


422 
522 
778 



Tabetic 10 „ ~. 

« • -OO' 

(Raumtemperatur. Reaktionszeit: 20 bis 60 Minultn, 2.1 mMol Chloremeisensaureester/g trockenen Trager. 210viMo. DMAP/g 
trockenen Trager. 2.7 mMol Triethylamin /g trockenen Trager. Ldsungsmittel: Aceton oder D.oxan) 
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12 SHPfStarkehydrolyaal) 



Kopplungskapazitst 
(pMol-COOR/g trockener Tragcr ) 



1 Pertcelluloselmakroporos) 820 

2 Perlceflulosetmikropor6$» 50 

3 CellulosepulverMN300 355 

4 SepharoseCMB 1073 

5 SephadcxLH-20 444 

6 SpheronPIOOO 452 

7 Trisacryl GF-2000 50 
B ToyopearlHW-60 

9 Fractoge!TSKHW75<F> 780 

10 Polyvinytalkohol 



21* 



PolyethylenglykoMSOO 4 «* 



2 6 mMol CI-CO-OR; 3.5 mMol TEA; 600 pMot DMAP 
2 7 mMol CI-CO-OR: 3.5 mMol TEA; 275 yMol DM AP 
i 1 mMol CI-CO-OR; 2.7 mMol TEA; 1 065 tiMol Pyndin 
0 83 mMol CI-CO-OR; 1,0 mMol TEA; 80 uMol DMAP 
2*1 mMol a-CO-OR; 2,7 mMol TEA; 210 MMolPyridin 



Reaktion von Chiorarneisensaureester CI-CO-OP 



- -CO 



nockon. Cellulose, 2.7 mMol Triethyl.min/g trock.n. Cellu loM. Ldiunflsmntel. Aceton) 

to. S up.,nuc„ophn„ IKKESl 



Amin 



(yMol-COOR/fl trockene Cellulose) 



1 Dimethylaminopyndin 797 

2 N-Methylimidwol 602 

3 Diarabicycto|2.2.21octan 190 

4 0iatabicyclotS.4.0lundecen 200 



Iwtier^g von Perlce.lulose durch Region mil Phosgen und N-substituierlem Hydroxylamin HO-NRj 



1X5 • - 



inGegenwartvontertiSren Aminen . . * . .,n 

(Raumtemperatur. Reaktionweit: 20 Minuien. Losungsm.rtel: Aceton.tr.1) 



Phosgtn 
(uMo!*) 



HONB 
(pMoD 



TEA 



DMAP 
[gMol'J 



160 
46 
320 
160 



;60 

320 
320 
160 



320 
320 
640 
160 



36 
72 
36 



' Loaungsmittel: CHCIj 



Kopplungskspazi\at 
(gMol-COOR/g trockene 
Cellulose) 



362 
52 
310 
325 



N-substiluieries Hydroxylamin/ml sedimentrierte Cellulose! 
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Phenol biw.N-subst. Kopplungskapazitat 

Hydroxylamin < M M 0 |.C0OB/qtrocfc«ne Cellulose) 



1 N-HYdroxysuccinimid 330 

2 p-Nitrophenol 105 

3 N-Hydroxy-5-norbornen- 
2.3-dicarboximid (HONB) ** M 



Bestimmung der Kopplungskapazitat dureh Hydroiyse der TrSger rnit Ammoniaklosung und spektralphotometrische Me«ung 
des freigesettfen Phenols oder der N-substituierten Hydroxy! amine. 



